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摘  要：以菊花模式品种（Chrysanthemum morifolium‘1581’）为材料，通过固相微萃取（SPME）

结合 GC–MS 气相质谱联用技术分析其叶片及子房中次生代谢挥发物成分及相对含量，发现萜类代谢物

在挥发物中占主要地位。基于转录组测序结果，从萜类合成酶基因 FDS 基因家族中克隆得到 1 个菊花法

尼醇合成酶（Farnesol synthase，CmFAS）基因。其 ORF 全长 1 197 bp，编码氨基酸 398 个，5′端具有质

体定位信号肽。进化树分析表明 CmFAS 属于菊科植物 FDS 家族，与除虫菊及艾蒿中的单萜合成酶 CDS

亲缘关系最近。多重比对及氨基酸序列分析证实，CmFAS 具备该基因家族典型的类异戊二烯代谢催化活

性保守结构域。基因时空表达分析显示 CmFAS 在菊花幼嫩组织中表达量最高，其次是子房与成熟叶片，

但均低于菊花中另外 2 个 FDS 基因。通过大肠杆菌原核表达与酶学反应证实，CmFAS 可以利用类异戊二

烯代谢路径上游底物二甲基丙烯焦磷酸（DMAPP）和异戊烯基焦磷酸（IPP）以及菊基焦磷酸（CPP）分

别产生法尼醇和菊基醇，同时具备了异戊烯基转移酶以及萜类合成酶的双重活性。法尼醇合成酶 CmFAS

是菊花中鉴定的第 1 个质体定位的倍半萜合成酶。 
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Abstract：The secondary metabolite composition and relative abundance in leaves and ovaries of the 

Chrysanthemum morifolium model cultivar‘1581’were analyzed by SPME extraction and GC–MS 

analysis. The terpenoids represented the dominant group of volatiles. Based on conserved sequences  
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FDS-like genes identified in a transcriptome database derived from chrysanthemum，a farnesol synthase 

gene（CmFAS）was cloned with an 1 197 bp open reading frame（ORF），encoding 398 amino acids and 

putatively located in the plastids. Phylogenetic analysis showed that CmFAS belongs to the FDS gene 

family in Asteraceae and has higher sequence similarity with the monoterpene CDS genes of pyrethrum 

（Tanacetum cinerariifolium）and Artemisia. Multiple alignment of FDS proteins of several different plant 

species demonstrated that CmFAS had the five typical conserved regions of chain elongation 

prenyltransferases. The gene expression of CmFAS was the highest in young leaves and lower in ovaries 

and mature leaves. The expression level of CmFAS was lower than that of CmFDS1 and CmFDS2 in 

chrysanthemum. By enzyme assay，it showed that CmFAS not only catalyzed DMAPP and IPP to farnesol 

but also converted CPP to chrysanthemol. CmFAS is a bifunctional enzyme generating both monoterpene 

and sesquiterpene products. CmFAS is the first sesquiterpene synthase located in plastids of 

chrysanthemum.    

Keywords：Chrysanthemum；farnesol synthase；terpenoids；gene expression；prokaryotic expression 

 

源于植物类异戊二烯代谢途径的萜类化合物，是植物气味、脂质或激素信号等物质的重要组成

成分（Loza-Tavera，1999），其种类繁多，结构各异，骨架具有以 C5 为基数递增的线性碳氢链或复

杂的环状结构。在工业生产领域包括香水、化妆品、芳香剂、药物及杀虫剂等产品制备上具有重要

的经济价值（Holstein & Hohl，2003）。植物萜类化合物不但为植物生长发育提供重要的激素、营养

等，同时还是植物与外界环境之间的重要联系物质。萜类化合物根据所包含异戊二烯单位数的不同

可分为单萜、倍半萜、二萜、三萜和四萜等，其中研究最为广泛的是单萜和倍半萜。它们主要以挥

发态的形式参与植物的生理活动，如香气的组成释放，昆虫传粉引诱以及害虫的化学防御等（Halbert 

et al.，2009；Yu et al.，2012；Pickett et al.，2013；李晓颖 等，2019）。二者的合成主要依赖于异戊

烯基转移酶与萜类合成酶，分别以 DMAPP 和 IPP 或 GPP、FPP 作为直接前体（Schilmiller et al.，

2009）。前人从拟南芥基因组序列分析中发现了 40 多种萜类合成酶基因，它们在基因结构与系统发

育上相似，但是由于进化过程中基因的连续重复或氨基酸替换，导致酶的结构和功能发生了改变。

有些可催化单一底物产生多个萜类产物（Steele et al.，1998），有些具备同时合成单萜和倍半萜的双

功能酶活性（Davidovich-Rikanati et al.，2008；Hu et al.，2018），因此研究这些酶功能的可塑性对

不同植物的进化具有重要作用。 

FDS（Farnesyl diphosphate synthase）是植物类异戊二烯途径中一类重要的倍半萜萜类合成酶，

其主要负责催化倍半萜的合成。FDS 基因家族编码的酶使得植物代谢合成中的类异戊二烯分子存在

广泛的结构变异。目前，已在药用、香料和观赏等多种植物（Chen et al.，2003）中克隆得到 FDS

基因，且认为在拟南芥、水稻、菊花、青蒿、银胶菊和白羽扇豆等植物中至少存在 2 个或以上的 FPP

合成酶异构体（Hemmerlin et al.，2003）。Hemmerlin 等（2003）从青蒿中分别克隆到 FDS-1、FDS-2

和 FDS-5 的 cDNA 全长，对其基因功能研究表明 FDS-1 基因主要合成大量的抗病虫类萜类物质，而

FDS-5 基因则主要将 IPP 或 DMAPP 进行环化形成菊基焦磷酸（CPP）。通常 FDS 基因家族成员都包

含有 5 个具备链式延伸的类异戊二烯催化保守位点，其中含有 2 个天冬氨酸富集基序（DDXXD），

作为结合金属离子的活性位点，对催化底物具有重要的识别作用（Sacchettini & Poulter，1997）。因

此，FDS 基因家族不同成员的表达与功能随着物种和发育阶段的不同而有所不同。  

菊花是集观赏、药用、茶用为一体的中国传统名花（Luo et al.，2018），其体内的次生代谢产物
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种类极其丰富。研究菊花体内倍半萜代谢产物的种类、分子合成与释放对于其药用、茶用品质以及

抗虫性的改善具有重要意义。本研究中以菊花品种‘1581’为材料，以倍半萜类物质为研究重点，

通过转录组测序分析，总共比对到 8 个倍半萜合成酶 FDS 同源基因，而其中 1 个基因与单萜合成酶

基因具有更高的相似性，因此，从菊花中克隆得到这个基因的完整序列，对其进行了生物学分析，

比较其在不同组织中与其他 FDS 基因的表达模式，并对蛋白催化功能进行了鉴定，根据其催化产物，

将其命名为菊花 CmFAS 基因，通过了解 CmFAS 的特性，以期为从分子水平研究菊花中不同倍半萜

类物质代谢奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

以实验室保存的菊花‘1581’（Chrysanthemum morifolium‘1581’）作为试验材料。所选品种来

源于荷兰瓦赫宁根大学，现种植于华中农业大学园艺林学学院花卉基地。取植株茎尖于春季进行扦

插繁殖，2 个月后，取幼嫩叶片用于 DNA 提取。于花期选取长势一致的植株，采集幼嫩叶片、成熟

叶片以及子房，液氮冷冻后超低温冰箱保存，生物学重复 3 次。 

1.2  CmFAS 的克隆和全长序列的获得 

采用改良的 Trizol 法对冻存样品提取总 RNA，利用 MicroElute RNA clean-up Kit 纯化试剂盒

（OMEGA）纯化总 RNA。凝胶电泳检测完整性后利用 PrimeScript 1st Strand cDNA Synthesis Kit

（TaKaRa）合成 cDNA。以课题组前期 454–测序结果为数据库，筛选 FDS 家族同源基因序列，以

拼接测序的 CmFAS 预测 ORF 序列为模板设计引物（表 1），扩增基因的整个 ORF 区域。PCR 体系

50 μL，1 μL cDNA 模板，10 mmol · L-1 dNTPs Mix 1 μL，上、下游引物（10 μmol · L-1）各 2.5 μL，

50 × Advantage® 2 Polymerase Mix（Clontech）1 μL，10 × Advantage® 2 PCR Buffer 5 μL，补水至 50 μL。

PCR 反应程序为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，退火温度 60 ℃ 30 s，72 ℃延伸 1 min，

30 个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 结束后，用 DNA 凝胶回收试剂盒（全式金）回收 DNA 片段，

并重组连接至 pEASYTM-T1 载体，转化大肠杆菌，挑取阳性单克隆，送公司测序。 

 
表 1  菊花 CmFAS 基因克隆、载体构建及表达所用引物 

Table 1  Primers for cloning，construction of vector and gene expression of CmFAS in Chrysanthemum  

引物用途 
Primer use 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

基因 ORF 克隆 
Cloning the full-length ORF 

CmFAS LF ATGGCATTCTGTAATAGTCTCGTAGG 

CmFAS LR TTACTTATGTCCTTTGTATATCTTTCCG 
原核表达载体构建 
For prokaryotic expression vector 

CmFAS_AscⅠ TATAGGCGCGCCTGACTACGACAATGAGCAGCGA 
CmFAS_NotⅠ TATAGCGGCCGCTTACTTATGTCCTTTGTATATCTTTCC 

基因表达分析 
Gene expression 

CmFAS F CCGAGGTTGGTATGACTGCTG 
CmFAS R TCGTTGAATAGGTCCACTAGATGC 
CmActin F CCTCTTAATCCTAAGGCTAATCAG 
CmActin R CCAGGAATCCAGCACAATACC 

 

1.3  CmFAS 生物信息分析 

所获序列在 NCBI（http：//www.ncbi.nLm.nih.gov/BLAST/）真核生物基因数据库上进行 Blast
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比对，利用 ORF Finder（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi）进行 CmFAS 序列开放阅读框的

预测，利用 SignalP 4.1Server（http：//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）分析蛋白质的信号肽。结合

NCBI 的 protein blast 以及菊科其他植物 FDS 基因作为参考进行蛋白序列保守结构域分析，利用

ClustalW 软件进行氨基酸序列多重比对，并利用 MEGA-X 软件进行 Bootstrap 检测，Neighbor-Joining

法构建系统进化树。 

1.4  CmFAS 表达分析 

分别提取冻存的幼嫩叶片、成熟叶片和子房材料的 RNA，反转录成 cDNA，以基因序列设计特

异引物（表 1），利用 Real-time 荧光实时定量 PCR 分析 CmFAS 以及 CmFDS1 和 CmFDS2 在不同组

织中的表达模式。CmFDS1 和 CmFDS2 序列信息来自于前期转录组数据。以成熟叶片中 CmFAS 的

表达量作为 1。选择 CmActin 作为内参基因。试验设 3 次生物学重复。参考 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ

荧光定量试剂盒（TaKaRa）说明书配制体系，试验操作在 Applied Biosystems 7500 Fast Real-time PCR 

System 上进行，反应结束后计算并比较扩增获得的 CT 值，目的基因的相对表达量利用 2-∆∆CT法分

析（∆CT = CTtarget gene–CTrefrence gene）。 

1.5  CmFAS 原核表达载体的构建及目的蛋白的纯化 

蛋白体外表达采用 pRSET-A 载体，根据多克隆位点区域选择合适的酶切位点。为提高蛋白可溶

性，CmoFAS 基因序列选择去除 5′端 40 个氨基酸的质体定位肽以外的全长序列为模板，设计分别包

含 PstⅠ和 HindⅢ两个酶切位点的特异引物扩增 CmoFAS 片段，将载体与扩增片段进行双酶切，并

用 T4 连接酶连接到 pRSET-A 载体，转化大肠杆菌，挑取阳性克隆测序鉴定。 

将测序正确的 pRSET-A-CmoFAS 载体质粒热激转化 BL21AL 蛋白表达感受态，接种于附加

100 mg · L-1 Amp 的 LB 固体培养基上，37 ℃过夜培养。挑取平板上阳性单菌落于 10 mL 附加

100 mg · L-1 Amp 与 1% L-arabinose 的 LB 液体培养基，于 37 ℃，250 r · min-1 摇床中培养过夜，取

过夜培养的菌液按 1︰50 比例扩大培养至 OD600 为 0.6 ~ 0.8，加入 50 µL 20% L-arabinose 诱导剂，

18 ℃，250 r · min-1 诱导 18 h 后收集菌液。离心去除上清液，向菌块加入 1 mL lysis 缓冲液及 10 µL 

100 mg · mL-1 溶菌酶悬浮沉淀，冰育 30 min。超声波破碎细胞 60 s，间隔 10 s 于冰上孵育 10 s。4 ℃，

12 000 r · min-1 离心 10 min，取上清液，利用 Ni-NTA agarose 蛋白纯化试剂盒（Qiagen）进行蛋白纯

化。将纯化所得蛋白加入等体积 2 × SDS 上样缓冲液，95 ℃加热 3 min，离心 3 min，上样 SDS-PAGE

胶，分析蛋白诱导表达结果。 

1.6  CmFAS 酶催化反应及 GC–MS 检测鉴定 

将纯化蛋白利用 PD-10 去盐柱（GE Healthcare）进行脱盐及 MOPSO 溶液置换，添加不同的反

应底物组合进行酶催化反应。反应体系为 MOPSO 溶液 400 µL，纯化蛋白 100 µL，催化底物

（10 mmol · L-1 DMAPP + 10 mmol · L-1 IPP 或 10 mmol · L-1 CPP）共 30 µL，最后在溶液上方覆盖

500 µL 戊烷以吸附反应过程中所产生的挥发性产物。30℃ 振荡孵育 24 h。孵育结束后，加入 500 μL

乙酸乙酯提取挥发物，涡旋振荡 1 min，4 000 r · min-1 离心 5 min 分离有机相和水相。吸取上层有

机相，经含有 1 cm 高的玻璃丝和 1 cm 高无水硫酸钠玻璃过滤柱脱水处理。氮气浓缩至 200 μL 以备

进行 GC–MS 检测。 

GC–MS 检测系统为 DSQⅡ气相色谱—质谱联用仪连接 Agilent 6890 Network detector（Thermo 

Fisher Scientific，USA）。色谱条件为 HP-5MS 石英毛细管色谱柱（30 m × 0.25 mm I.D，0.25 μm 膜
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厚度，Agilent 公司，美国）。进样体积，1 μL，进样口温度：250 ℃，起始温度 40 ℃，保持 3 min，

再以 10 ℃ · min-1，升至 280 ˚C，保持 2 min。高纯度氦气（99.999%）为载气，流速 10 mL · min-1，

不分流模式。质谱条件为电离方式EI，电子能量 70 eV，离子源温度为 150 ℃，扫描范围 45 ~ 450 amu。

检测结果采用 Xcalibur（Thermo Electron Corporation）软件分析，结合 NIST（版本 2.2，2014）谱

库检索以及标准物质的质谱图进行物质鉴定。 

1.7  次生代谢挥发物收集与检测 

于花期选取长势一致的菊花‘1581’植株新鲜叶片，子房分别取 0.5 g 量于 10 mL 萃取瓶中，

立即用聚四氟乙烯（Teflon）硅胶复合隔垫将其密封在 20 mL 螺口玻璃样品瓶中，平衡 10 min，常

温下采用萃取头（50/30 µm DVB/Carboxen/PDMS，Supelco 公司，美国）顶空萃取 40 min。萃取结

束后将纤维头插入气相色谱进样口解析 3 min。同时吸附采用瓶空气作为空白对照，设 3 次生物学

重复。 

GC–MS 检测系统同上，数据分析采用质谱检索与保留指数相结合的二维定性方法。将 GC–

MS 分析所得质谱图与 NIST（2005）谱库检索比对标准物质的质谱图，之后进一步利用科瓦茨保留

指数（Kovats’ Retention Indices，KI）确认，以 1%作为检索尺度。样品挥发性物质的保留指数由相

同升温程序下正构烷烃标准样品（C8 ~ C30）计算得到（van den Dool & Kratz，1963）。同时，根据

总离子流色谱峰的峰面积归一化法计算各组分占所有挥发性物质的百分比，以此得到各挥发性物质

的相对含量值。 

2  结果与分析 

2.1  菊花‘1581’次生代谢挥发物分析与鉴定 

利用顶空固相微萃取方法萃取菊花幼嫩叶片与子房的挥发性物质，并结合气相色谱—质谱联用

技术分析鉴定所萃取到的挥发性化合物。总共检测到了 67 种物质，叶片与子房分别鉴定到 46 种和

50 种。其中种类最多的为萜烯类，其次是醇类、酯类、酮类和酚类（图 1）。 

 

 
图 1  菊花‘1581’不同部位代谢产物成分及其相对含量 

Fig. 1  The relative abundance of secondary metabolites in different tissues of Chrysanthemum‘1581’ 
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萜类物质主要以单萜类化合物与倍半萜类化合物为主，叶片中单萜类化合物 29 种，占总流出物的

71.89%，倍半萜类化合物 15 种，占总流出物的 11.96%。子房中单萜类化合物 36 种，占总流出物的

83.57%，倍半萜类化合物 12 种，占总流出物的 4.25%。叶片中相对含量较高的物质是 α–蒎烯（26.35%），

其次是 α–侧柏烯（10.90%）、β–月桂烯（10.58%）、桉叶油醇（6.37%）。子房中相对含量较高的物质

有桉叶油醇（18.79%）、α–蒎烯（16.14%）、繖柳酮（7.05%）和 2,4-（10）–侧柏二烯（6.45%）（表

1）。可见，萜类化合物是菊花释放的主要挥发性物质，但不同组织所释放的含量存在显著差异。 

2.2  CmFAS cDNA 全长克隆与序列特征 

根据转录组数据所获得的全长片段设计引物，以 DNA 为模板，克隆得到 CmFAS 基因的全长序

列。CmFAS 基因包含 13 个外显子和 12 个内含子，其中编码区序列长度为 1 197 bp，编码氨基酸 398

个，蛋白大小约 39 kD。理论等电点（pI）为 4.98。其编码序列具备 FDS 基因家族的 5 个类异戊二

烯催化活性保守位点，可归类为 FDS 合成酶家族成员。利用 SignalP 4.1 Server 分析可知，该基因具

备一段质体定位信号肽，推测其催化作用部位为质体。 

2.3  CmFAS 蛋白同源性比对与分析 

利用 MEGA-X 对菊花、青蒿、拟南芥等物种的 22 个 FDS 家族成员的蛋白氨基酸序列构建进化

树（图 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  CmFAS 与其他植物 FDS 家族进化树分析 

分支上的数值表示自展值，标尺表示分支长度。 

Fig. 2  The phylogenetic analysis of CmFAS and FDS family with other plants 

The number in the tree represents boots value. The scale bar represents branch length. 
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菊科植物的 FDS 亲缘关系较近，聚集在一起，而模式植物拟南芥及其他科植物聚集在另一类。

特别的是，大多数 FDS 倍半萜合成酶成员聚类在一起，而本研究中克隆到的菊花的 CmFAS 却与艾

蒿（AAP74721）AsCDS 和除虫菊（AGC03154）TcCDS 单萜合成酶的亲缘关系最近。 

挑选 9 个成员进一步多重比对分析（图 3），CmFAS 与其他成员的氨基酸序列相对保守，其中

与除虫菊 TcCDS（AGC03154）相似性最高，且二者在 5′端均具备一段质体定位信号肽。同时，CmFAS

也具备和其他物质一致的 5 个类异戊二烯产物催化活性保守位点，其中在保守域Ⅱ和 V 中均有 1 个

天冬氨酸富集基序 D（N）DXXD，起到引导底物催化的特殊作用。以上结果表明，本研究中克隆

到的 CmFAS 基因属于 FDS 基因家族的典型成员，但是从亲缘关系及相似性分析判断它可能与传统

的倍半萜合成酶具备不同的功能特性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 3  CmFAS 与其他植物 FDS 家族同源蛋白的多重比对 

Ⅰ ~ Ⅴ下划线：5 个异戊烯基转移酶催化活性保守区域。 

Fig. 3  Protein alignment of CmFAS with FDS proteins from other plant species    

Ⅰ–Ⅴ underline：Five conserved regions in chain elongation prenyltransferases. 
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图 4  菊花‘1581’CmFAS 及其同源基因在不同组织 

及发育时期的表达水平 

Fig. 4  Expression levels of CmFAS and other homologous genes 

in different tissues and development stages of  

Chrysanthemum‘1581’ 

P < 0.05. 

 

2.4  CmFAS 时空表达模式分析 

由于 CmFAS 基因属于 FDS 基因家族，因

此，通过荧光定量 PCR 对 CmFAS 以及另外两

个基因 CmFDS1、CmFDS2 在菊花不同组织中

的表达水平进行了检测和比较。以 CmFAS 在成

熟叶片中的表达量为对照值，结果（图 4）显

示，菊花 CmFDS1 和 CmFDS2 基因在不同组织

间的相对表达量无显著差异，但均高于

CmFAS，尤其在幼嫩叶片中，分别达到 16 倍和

10 倍。CmFAS 的表达量在菊花各组织中均较

低，而在不同组织间，CmFAS 在幼嫩叶片中的

表达量最高，显著高于成熟叶片 3.4 倍，其次

是子房。以上结果表明 CmFAS 更倾向于在幼

叶和子房中催化产物合成。 

2.5  CmFAS 体外表达产物检测与功能分析 

为了研究 CmFAS 的催化功能，将 CmFAS 蛋白进行表达纯化并与不同的催化底物进行酶反应。

为了得到纯化的 CmFAS 蛋白，对不同的表达载体与菌株进行了比较，最终发现将 CmFAS 构建到

pRSET-A 载体并利用 BL21AI 表达菌株可以成功诱导出目的蛋白。在进行酶反应前，利用 PD-10 柱

对纯化蛋白进行去盐及 MOPSP 缓冲液置换，可促进酶反应的进行。 

酶反应结果表明，在仅有类异戊二烯前体 DMAPP 底物存在的情况下，CmFAS 不能催化产生菊

基醇以及法尼醇，而当提供类异戊二烯前体底物 DMAPP 和 IPP 时，CmFAS 可以催化 DMAPP 和 IPP

形成中间产物法尼基焦磷酸 FPP 并最终生成倍半萜化合物法尼醇（图 5，A），表明 CmFAS 具备异

戊烯基转移酶的催化活性。 
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图 5  CmFAS 蛋白的功能分析 

A：CmFAS 表达蛋白与不同底物的 GC–MS 产物检测；B：CmFAS 催化萜类合成的代谢途径。 

Fig. 5  The catalytic function of CmFAS 

A：GC–MS detection of product of CmFAS protein with different substrates.  

B：Schematic pathway of synthesis of terpenoids catalyzed by CmFAS. 

 

由于菊花 CmFAS 与除虫菊中的 TcCDS 具有氨基酸序列高度相似性，尝试添加 TcCDS 催化的

前体底物 CPP 进行酶反应，结果（图 5，B）发现，菊花 CmFAS 同样具备催化菊基焦磷酸 CPP 产

生菊基醇 Chrysanthemol（COH）的萜类合成酶活性。因此，CmFAS 是同时具备异戊烯基转移酶和

萜类合成酶双重活性的蛋白酶，将其命名为法尼醇合成酶 FAS，推测其参与了菊花类异戊二烯代谢

途径中位于质体发生的赤藓糖醇磷酸代谢途径（MEP）（图 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 6  菊花 CmFAS 酶参与赤藓糖醇磷酸代谢途径推测图 

Fig. 6  The putative schematic of CmFAS involved in MEP pathway 
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3  讨论 

FDS 是倍半萜合成初始阶段重要的关键限速酶，主要用于合成植物次生代谢倍半萜物质，由一

个大的基因家族组成，目前已经从以菊科植物为代表的几十种植物中分离出来（岳跃冲和范燕萍，

2011）。不同植物来源的 FDS 编码的氨基酸序列相对保守。本研究中通过前期转录组测定得到 8 个

FDS 基因家族相似序列，克隆得到菊花 CmFAS 基因。CmFAS 与菊科植物其他的 FDS 基因家族同源

性较高，同样具备 5 个类异戊二烯代谢催化保守区域，但是从亲缘关系上看它更接近于除虫菊以及

青蒿中的 CDS 基因。在催化产物方面，CmFAS 倾向于催化类异戊二烯底物 DMAPP 和 IPP 生成下

游倍半萜产物法尼醇 FOH，但同样也能催化 CDS 基因的底物 CPP 产生相应的水解产物菊基醇 COH，

因此 CmFAS 属于一类既能合成倍半萜又能合成单萜的双重酶蛋白。前人报道有些萜类合成酶也具

备双功能酶活性，比如罗勒倍半萜合成酶–α–姜烯合成酶在 GPP 底物下也能够产生单萜 GOH

（Davidovich-Rikanati et al.，2008）；还有草莓和金鱼草等物种也有过双功能酶报道（Aharoni et al.，

2004；Nagegowda et al.，2008）。氨基酸序列比对表明，CmFAS 基因在两次基因复制的进化过程中

在 FDS 编码氨基酸序列负责底物结合和催化功能相关的第 4 个和第 5 个保守域发生了 3 个特殊的突

变，分别为 T201→S244，F239→Y281 和 D243→N285。根据这些氨基酸化学属性的不同，可以分

为保守型和非保守型（Hughes et al.，1990；Zhang et al.，2002；Pupko et al.，2003）。其中 F239→Y281

和D243→N285为非保守型突变，其发生很容易使得氨基酸进化出新的催化功能（Pupko et al.，2003）。

F239 位点刚好参与负责 FDS 与亲核底物 IPP 的结合（Hosfield et al.，2004；Rondeau et al.，2006）。

因此前人认为 F239→Y281 的突变可能会使得 FDS 失去催化底物 IPP 的功能（Liu et al.，2012）。而

体外表达结果发现 CmFAS 蛋白仍然能催化 DMAPP 和 IPP 产生直链单萜法尼醇 FOH，说明 F239

位点并不是决定酶利用 IPP 与否的唯一标准。而 N285 位点（NDXXD）主要负责与金属离子的结合，

若基序发生突变则会导致酶催化活性的下降或产生异常的产物（Wang & Ohnuma，1999），Yang 等

（2014）证实除虫菊 TcCDS 中正是 D243→N285 的氨基酸突变导致了 TcCDS 的类异戊烯基转移酶

和萜类合成酶的双重催化功能的产生。因此，这个氨基酸突变也很有可能是 CmFAS 蛋白具备倍半

萜和单萜双重合成酶活性的重要原因。进化过程中的定向选择会引发碱基替换突变，即便是 1 个单

独氨基酸改变的定向选择都有可能改变基因催化底物从而推动基因家族的功能分歧（Barkman et al.，

2007），因此，正是这些高概率定向选择位点的突变可能导致了 CmFAS 在从 FDS 基因家族进化过

程中催化底物类型的改变。 

萜类代谢合成发生在植物的不同亚细胞部位，包括细胞质、质体或者线粒体，且源于两个独立

的代谢途径（MVA 与 MEP）（Mcgarvey & Croteau，1995）。通常认为 FPP 和倍半萜合成于细胞质，

单萜合成于质体（Tholl，2006）。但是更多的研究发现，前体底物 IPP 和 DMAPP 在不同的组织空

间能相互交换，特别是由质体向细胞质进行运输（Hemmerlin et al.，2003；Phillips et al.，2008）。

而且，用于合成单萜的萜类合成酶，如果 N 端缺乏质体定位肽，同样也能在细胞质中合成单萜

（Aharoni et al.，2003），例如罗勒中的 α–姜烯（α-zingiberene）合成酶就可以在番茄细胞质中表达

（Davidovich-Rikanati et al.，2008）。同样，在一些野生番茄种中也鉴定了 1 条新的位于叶绿体中的

倍半萜代谢途径，在 Solanum habrochaites 中，短链 zFPS 合成酶可以利用质体中的 IPP 和 DMAPP

生成相应的 Z,Z-FPP 从而合成下游倍半萜物质（Sallaud et al.，2009）。在野生番茄中，1 个腺体特异

性的倍半萜合成酶 ShZIS 同样也能在质体中产生倍半萜 7–姜烯（Bleeker et al.，2012）。从氨基酸

序列水平上看，这些倍半萜合成酶与传统的细胞质倍半萜合成酶相差较大，而与质体中单萜合成酶
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序列更相似。本研究中所克隆的 CmFAS 正符合以上的特征，这也是在菊花中首次鉴定到的质体倍半

萜合成酶。 

萜类化合物是植物次生代谢物中类型最丰富的家族，在菊花不同组织的代谢产物成分中，单萜

和倍半萜类物质占绝大多数比例，而单萜和倍半萜作为挥发态物质，通常是菊花气味释放的主要来

源，同时也能够协助植物与环境进行相互间联系（Pickett et al.，2013），包括吸引传粉昆虫以及防御

害虫等，因此这些物质主要集中释放在菊花易感虫的幼嫩叶片组织和开花的子房部位，这些物质的

释放可能与相应的单萜以及倍半萜类合成酶的调控表达相关。通过基因表达分析发现，合成倍半萜

的菊花 CmFDS 基因家族成员 CmFDS1 和 CmFDS2 以及本研究克隆得到的法尼醇合成酶基因 CmFAS

均在幼嫩组织和子房中表达较高。这表明，通过不同基因的时空调控可以有效地实现不同代谢产物

的特定合成和释放，而这些代谢产物的不同组成也为菊花在药用和茶用等功效以及香味与抗性等观

赏价值中发挥了一定的作用。本研究中从基因表达模式以及体外酶反应对 CmFAS 的功能进行了初

步验证，但其在植物体内的产物特征以及生态效应还有待进一步研究。前人研究报道 CmFAS 的产

物法尼醇、菊基醇也具备抑制昆虫取食、影响刺吸行为等作用（Guti et al.，1997；Dudareva & 

Pichersky，2008；Hu et al.，2018）。CmFAS 的克隆与功能研究不仅加深了对菊科植物倍半萜合成酶

家族基因结构和功能相关性的认识，同时也为利用代谢工程手段调控菊花次生代谢组成从而改善菊

花抗虫性提供了新的途径。 
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